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The　Effect　of　Heat　Treatment　on　the　Osseous　Healing　of　Implanted　Bone
Akinobu　OGuRA
　　　　The　present　study　was　designed　to　investigate　the　role　of　osteocytes　in　the　healing
process　of　bone　implantation.　For　this　purpose,　osteocytic　function　was　inhibited　by　heat
treatment　and　the　healing　process　of　implanted　bone　was　investigated　using　softX-ray
and　immunohistochemical　analysis.　Adult　female　Sprague-Dawley　 rats　were　used　in
this　study.Two　types　of　bone　fragments　were　prepared;boiled(the　Boiled　group)and　a
normal　contro1(the　Untreated　group).　Bilateral　bone　defects(1×2×1.5mm)were　 cre-
ated　on　the　tibial　wall　and　a　bone　fragment　was　inserted.　After　boiling　for　15　minutes,
the　bone　fragment　was　implanted　in　the　right　tibia　and　a　normal　bone　fragment　was
implanted　in　the　lefttibia.　On　the　fourteenth　and　28th　days　after　implantation,5rats
ware　sacrificed,　the　tibias　were　collected　and　examined　by　soft　X-ray,and　histomorpho-
metric　observation　was　 perfOrmed.　Hematoxylin-eosin(H-E)staining　 showed　that
some　osteocytes　in　the　boiled　bone　fragment　were　morphologically　abnormal,　whereas
osteocytes　in　the　untreated　bone　fragment　showed　normal　morphologyl　Fourteen　days
after　implantation,　new　bone　formation　and　resorption　of　the　implanted　bone　fragment
were　significantly　more　active　in　the　Boiled　group　than　in　the　Untreated　group.　This
phenomenon　was　also　observed　on　day　28　post-implantation.　TRAP-positive　osteoclasts
were　clearly　evident　on　the　bone　surface　adjacent　to　the　implanted　bone　fragment　in　the
Untreated　group,　while　such　osteoclasts　were　localized　within　the　bone　fragment　in　the
Boiled　group.　The　immunohistochemical　staining　was　performed　using　anti-osteopon-
tin,-sclerostin　and　anti-Lef-1　antibodies.　The　expression　of　osteopontin　was　not　ob-
served　in　the　osteocytes　within　the　newly　formed　bone　in　the　Untreated　group,　but　in
the　Boiled　group,　the　expression　was　clearly　positive　in　the　osteocytes　in　the　newly
formed　bone.　The　expression　of　Sclerostin　was　weakly　observed　in　the　osteocytes　within
the　newly　formed　bone　fragments　both　in　the　Untreated　and　in　the　Boiled　groups.　The
same　expression　pattern　was　observed　in　immunohistochemical　staining　for　Lef-1.　Our
findings　suggest　that　the　osteocytic　dysfunction　mediated　by　heat　stress　markedly　af-
fects　the　bone　healing　process　after　bone　implantation.　Osteocytic　dysfunction　induces
early　bone　resorption　and　remodeling　process.　In　conclusion,　osteocytes　play　an　impor-
tant　role　in　the　healing　process　of　bone　implantation.
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緒 言
　近年,骨 代謝 に おいて,骨 芽細胞 や破 骨細胞 に
加 え,骨 細 胞 の役 割 が注 目 を集 め てい る1～4)。骨
細胞 は骨基質 に埋 め込 まれてお り,そ の機能 の詳
細 は不明 な点が 多 くあった。 しか し,最 近 の骨研
究 に おいて,骨 細胞 は機械 的刺激(以 下,メ カニ
カル フォース)を 感知す る役割 を有 す るだけで な
く12),メカニ カル フォース を感 知す ることで,そ
れ を刺激 として骨芽細胞 や破骨細胞 の働 きを調節
し,結 果 と して骨改 造 の代 謝 調 節 をす る とい う
コーデ ィネー ター的 な役 割 を果 た して い る可能性
が示 唆 されて いる,4)。これ に伴い,炭 酸 ガス レー
ザ ー5～7)や超音波8～10),電気11),機械 的牽引12)など,
さま ざまなメ カニ カル フ ォース を用い る ことによ
る骨形成促 進や細胞活性 化が報告 されて い るなか
で,骨 移植 において も,メ カニ カル フォース を応
用 して 治癒 期 間 を短縮 化 す る試 み が な され てい
る9・10,13)。しか しなが ら,骨 細胞 の状況 を理解 しな
い上で メカニカル フォース を付加 して も,逆 に不
利 益 な結果 とな る可能性 が ある ことは十分 に考 え
られ る。 しか しなが ら,骨 細胞 が通常 どのよ うな
機序 で骨芽細 胞 あるいは破骨細胞 の働 きを調節 し
てい るのかについ ては,現 在盛 ん に研究解析 が行
われて い る14)が,その全 貌が 明 らか に されてい る
とは言 えない。
　 骨細胞 は,骨 代謝 に抑制的 な関与 を果 たす と考
え られて い るSclerostin15,16)と呼 ばれ る タンパ ク
質 を特異 的に分泌 してい る と言 われて い る。 この
タンパ ク質 は,カ ノニ カルWnt/β一Cateninシグ
ナ ル 経 路 と 深 い 関 連 を 有 し,Lymphoid
Enhancer-binding　Protein-1(以下Lef-1)17,18)
を介 して骨代謝 を調整 してい る可能性 が報告 され
て いる。 また,Osteopontinは骨 組織 に豊富 に含
まれ る非 コラーゲ ン性 タ ンパ ク質 として発見 され
たが19,20),近年 の研 究 で歯 に矯 正 力 を加 えた ラ ッ
トの骨細 胞で,Osteopontinの発現 が増 加す るこ
とが報告 され2),この タンパ ク質 も骨代 謝や メカニ
カル ス トレスの調 節に深 く関与 してい る可能性 が
示 唆 され て い る2)。そ こで今 回,こ の骨 細胞 の働
きに注 目し,骨 移植 を利用 し骨細胞 の役割 を解析
す る目的で,熱 に よ り骨細胞 を死滅 させ た状態 の
骨組織 と骨細胞が生存 している骨組織 を移植 し,
骨代謝に対 してどのような影響が生 じるのかを酵
素および免疫組織化学的に解析 したので報告する。
材料および方法
　 1.実 験 動 物
　実験 は奥羽大学実験動物規定 に従 って実施 し,
動物 には不要な苦痛 を可能な限り与えないよう注
意 した(動 物実験許可番号:平 成22年度第52号)。
　実験動物は,10週齢メスsprague-Dawleyラッ
ト(日本クレア,東京)を 用いた。計12匹のラッ
トを無差別 に6匹 ずつの2群(移 植後14日摘出
群 と移植後28日摘 出群)に 分 け,1匹 は骨提供
用ラットとし,残 りの10匹を骨移植実験に供した。
　 2.骨 　移　植
　骨提供用ラットをジエチルエーテルにて麻酔死
させ,左 右脛骨を採取 した。周囲に付着する筋組
織 および軟組織,骨 膜 を除去 したのち,99%エ
タノール中で洗浄することで,骨 周囲に付着す る
骨膜の細胞およびその他の細胞 を死滅 させた。脛
骨は長軸方向に2分 割 し,スプーンエキスカベー
タ(YDMヤ マウラ社製,東 京)に て機械的に骨
髄 を除去 した。皮質骨のみ となった骨 を2mm×
1mm×1.5mmの小片 に加工 して実験 に供 した。
骨片は,100℃の沸騰水中で20分間加熱すること
により骨細胞 を死滅 させた群 と,加工後か ら埋入
するまで間は冷却 した生理食塩水中で保存 した群
の2種類 を準備 した。骨片の埋入は,骨移植用 ラッ
トをジエチルエーテル(和 光純薬,東 京)に て麻
酔後,外 科的に脛骨を露出させ,同 脛骨に対 して
デンタルバー(ス チール ラウン ドバー:松 風,京
都)を 用いて骨欠損を形成 した。欠損の大きさは
縦2mm横1mm深 さ1.5mmとし,注 水下 にて骨
に傷害 を与えないよう注意 しながら欠損の作成 を
行った。骨欠損作製後,左 側脛骨には沸騰骨を埋
入 し(以 下,煮 沸群),右側脛骨 には未処理の骨
片を挿入 し(以下,未 処理群)縫 合 した。移植後,
14日と28日目で骨を摘出 し,解析に供 した。
　 3.軟エックス線学的解析
　移植後14日目ならびに28日目に,ラ ットをエー
テルにて麻酔死 させた後,直 ちに脛骨を採取 した。
採取後,エックス線 フィルム(Kodak社製,東京)
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と軟 エ ックス線撮 影装置(RO-M40:ソ フロ ン社
製,東 京)を 用 いて軟 エ ックス線 写真撮影 を行 っ
た。撮 影条 件 は管電圧40kV,電流2mAで 照射
時間5秒 にて撮影 を行 った。
　 4.切 片 作 成
　 軟 エ ック ス線写 真 撮 影 後,4℃ の10%中 性緩
衝ホル マ リン(和 光純薬,東 京)に て24時間固定 し,
10%EDTA(0.1mol　Tris-HCI　buffer,　pH7.4)(和
光純薬,東 京)に て60日間 の脱 灰 を4℃ の冷蔵庫
内で行 った。脱灰 液は2日 ごとに交 換 した。脱灰
完了後,エ タノール系列(和 光純薬,東 京)に て
脱水後,キシレン(和 光純薬,東京)を 用いて透徹 し,
パ ラ フ ィ ン(TissuePrep,　Fisher　Scientific,
USA)に 包埋 し,約4μmの 連 続切片 を作製 した。
作製 した切片 は,シ ランコー ト処理済 のス ライ ド
グラスに乗 せ,各 種 染色 を施 し観 察 した。一般染
色 と しては,ヘ マ トキ シ リンエオ ジ ン染色(以 下
H-E染色)を 通法 に従 って実施 した。
　 5.染 色 方 法
　 1)酒石 酸 耐性 酸性 フォス フ ァ ターゼ(TRAP)
　 　染色
　 TRAP染色 は,キ シレ ンにて脱 パ ラフ ィンを行
い,エ タノール系列 で親水後,ト リス塩 酸緩衝生
理食 塩 水(以 下TBs)溶 液 に て洗浄 後,精 製水
を用 い た 洗 浄 を 行 い,TRAP染 色 液 に40分間,
37℃にて加温 し,染 色 を行 った。TRAP染 色液 は,
あ らか じめ0.5mLのN,　N-dimethylformamide
(和光 純薬,東 京)に 融解 した5mgのNaphtol
AS-MX　phosphate(SIGMA　CHEMICAL,　Co,
UsA)を 加 え た0.2M酢酸 緩 衝 液(pH5)50mL
にFast　Red　BB　salt(sIGMA　CHEMICAL,　Co,
usA)を30mg溶 解 させ て作製 した.こ の 溶液 を
用 い て,破 骨 細胞 の酵 素 マ ー カ ーで あるTRAP
の酵素組織 化学 的染色 を行 った。
　 2)免疫組織 化学 的染色
　 キシ レンにて脱パ ラフ ィンを行 ってか ら,エ タ
ノール系列 で親 水 後,3%H202に て 内 因性 ペル
オ キ シ ダー ゼの 活性 を阻 害 した。 次 い で10mM
リ ン酸緩 衝食 塩 水(PBs,　pH7.4)にて洗 浄 後,
10%正常 ウサ ギ血 清(Histofine　Rabbit　kit:ニ
チ レイバ イオサ イエ ンス,東 京),ま たは10%正
常 ヤギ血 清(Histofine　Goat　kit:ニチ レイバ イ
オ サ イエ ンス,東 京)に て30分間前処理 を した後,
一次抗 体 を反応 させ た。 一次抗体 に は,ウ サギ抗
Osteopontin抗体(American　Research
Products,　UsA),ウ サ ギ抗Lef-1抗体(Santa
Cruz,　USA),およびヤギ抗sclerostin抗体(R&D
systems,　USA)を 使 用 し た。 一 次 抗 体 は
Blockig　Bufferを用 い て100倍に希釈 し,モ イ ス
チ ャーチ ャ ンバ ー内で4℃ の条件 下で1時 間反応
させ た。反応 後,PBsで 洗 浄 し,抗Osteopontin
抗 体,抗Lef-1抗体 の免疫 組織 化学 的染色 に対 し
て は二次 抗 体 と して ビオチ ン標 識 ヤ ギ抗 ウサ ギ
IgG抗体(ニ チ レイバ イオ サイエ ンス,東 京)と
室 温 で10分間反 応 させ た。 抗sclerostin抗体 の
免疫 組織化学 的染色 に対 しては,二 次抗体 と して
ビオ チ ン標識 ウサ ギ抗 ヤ ギIgG抗 体 と室温 で10
分 間 反応 させ た。反応 後,PBs溶 液 で5分 間3
回洗 浄 し,次 いでペル オキ シダーゼ標識 ス トレプ
トア ビジ ン(ニ チ レイバ イオ サ イエ ンス,東 京 〉
と7分間 反応 させ た。ペ ルオ キ シダ ーゼ標識 ス ト
レプ トア ビジンを反応 させ た全 ての切片 に対 して,
PBsに て洗 浄 後,　DAB基 質 キ ッ ト(ニ チ レイバ
イオサ イエ ンス,東 京)を 用 いて5分 間発色 させ
た。 その後,通 法 に従 って脱水,封 入 した切 片 を
光学 顕微鏡 で観 察 した。 なお,Negative　Control
として一次抗 体 を省 略 した後,そ れ ぞれ の二次抗
体 を反応 させ,ペ ル オキ シダーゼ標識 ス トレプ ト
ァ ピジンを反応 させ た。全てのNegative　Control
の切 片 には非特異的反応 が ない ことを確認 した。
結 果
　 1.移植骨片内の骨細胞の形態的変化(図1)
　未処理群に移植 され る骨片を,移 植前の段階で
切片 にして観察 した結果,骨 細胞の形態的変化が
認 められなかったが(図1-a),煮沸群 に移植 さ
れ る骨片を,移 植前の段階で切片にして観察 した
結果は,骨 細胞 に損傷が及び,核 の変形や細胞の
崩壊があった(図1-b)。
　 2.軟 エックス線学的検索(図2)
　移植後14日では,未 処理群お よび煮沸群 の両
群で,移 植骨 と周囲皮質骨との連続性の獲得が認
められた。 しか し未処理群では移植骨の外形が明
瞭に判別出来 るのに対 し,煮沸群では移植骨片周
(19)
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図1　移植前に固定した移植用骨片における骨細胞の形態的変化
　　 (a)未処理群に使用される骨片は,骨細胞の形態的変化は認められない。
　　 (b)煮沸群に使用される骨片は,骨細胞の核の変形や細胞の崩壊を認める。
　　 矢印:核の変形や細胞の崩壊を呈する骨細胞
未処理群 煮沸群
図2　軟エックス線写真所見
　　 (a,b)移植後14日の未処理群および煮沸群では,移植骨と周囲皮質骨の連続性が認められた。
　　　　　 また,煮沸群での移植骨片周囲には吸収が開始している所見が認められた。
　　 (c,d)移植後28日の未処理群および煮沸群では,周 囲骨との連続性がさらに獲得 されている
　　　　　所見が得られた。
　　 矢印:移植骨
囲に吸収が開始 されているのが見 られた(図2-a,
b)。移植後28日では,未 処理群 および煮沸群で
周囲骨との連続性が さらに獲得 されている所見が
得られ,両 群において移植骨外形が不明瞭であっ
た(図2-c,d)。
　3.移植骨片の経時的変化に対する組織学的解
　　析結果
　 1)H-E染色(図3)
　移植後14日では,未 処理群 においては移植骨
片の形態が比較的明瞭に保存 され,残 存皮質骨 と
(20)
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図3 H-E染色所見
(a)移植後14日の未処理群では,移植骨片の形態が比較的明瞭に保存されていた。
(b)移植後14日の煮沸群では,移植骨片内において新生骨との置換が生じている所見が認めら
　 れた。
(c)移植後28日の未処理群では,移植骨片の形態が明瞭に保存されている所見が観察された。
(d)移植後28日の煮沸群では,移植骨片内において新生骨と置換 されている所見が認められた。
アスタリスク:移植骨
星印:残存周囲骨
矢頭:新生骨
移植骨 の間隙は新生線維骨 の形成 が認め られた
(図3-a)。煮沸群 では,移 植骨片 内において新
生骨 と置換 されていた。また,移 植骨 と周囲骨の
連続性が,こ の時期ですでに観察 され,内 骨膜性
に形成 された新生骨が移植骨付近まで認められた
(図3-b)。移植後28日では,未 処理群 において
移植後14日の所見 と同様に,移 植骨片の形態が
明瞭に保存 されていた。 また,残 存皮質骨 と移植
骨の間隙には新生 した線維骨の形成が認められた
(図3-c)。煮沸群では,移 植骨片内において新生
骨 と置換 されているのが見られた。また,内骨膜
性 に形成 された新生骨骨量の増加が観察 され た
(図3-d).
　 2)TRAP染色(図4)
　TRAP陽性の破骨細胞およびその前駆細胞の発
現は,移 植後14日目では未処理群 では移植骨周
囲において発現が確認 されたものの,移 植骨片内
部 には少量のTRAP陽性の破骨細胞およびその
前駆細胞の局在 しか認め られなかった(図4-a)。
煮沸群においては,移植骨周囲ならびに内骨膜性
に形成 された新生骨および移植骨内部に形成 され
た新生骨周囲にTRAP陽性の破骨細胞 およびそ
の前駆細胞の局在が認められ,そ の数は未処理群
よ り煮沸群で 多く確認 された(図4-b)。移植後
28日目では,未 処理群 において移植骨片内部 に
TRAP陽性の破骨細胞およびその前駆細胞の局在
が示 された(図4-c)。煮沸群においては,移 植骨
の内部 および移植骨 と残存 皮質骨 の境 界部 に
TRAP陽性の破骨細胞およびその前駆細胞の局在
が見られた。TRAP陽性の破骨細胞およびその前
駆細胞の数は,煮 沸群 より未処理群で多く認めら
れた(図4-d)。
　 3)免疫組織化学的染色所見
　(1)Osteopontin(図5)
(21)
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図4 TRAP染色
(a)移植後14日目の未処理群では,移植骨周囲においてTRAP陽性を示す破骨細胞およびそ
の前駆細胞の局在が認められた。
(b)移植後14日の煮沸群では,移植骨周囲ならびに新生骨の周囲にTRAP陽性を示す破骨細
胞およびその前駆細胞の局在が認められた。
(c)移植後28日の未処理群では,移植骨内部にTRAP陽性を示す破骨細胞およびその前駆細
胞の局在が認められた。
(d)移植後28日の煮沸群では,移植骨の内部および移植骨と残存皮質骨の境界部にTRAP陽
性を示す破骨細胞およびその前駆細胞の局在が認められた。
アスタリスク:移植骨
星印:残存周囲骨
矢印:TRAP陽性を示す破骨細胞およびその前駆細胞
　移植後14日目では未処理群 の移植骨 において
多 くの骨細胞 に陽性反応が得 られた。内骨膜性の
新生骨の骨細胞には陽性反応は認め られなかった
(図5-a)。煮沸群 においては,内 骨膜性 に形成
された新生骨および移植骨内部に形成 された新生
骨の骨細胞 に強い陽 性反応が見られた(図5-b)。
移植後28日目では未処理群 において内骨膜性に
形成 された骨の骨細胞に弱い陽性反応が認められ
た。また,移 植骨表層に認められる外骨膜性新生
皮質骨の骨細胞において も弱い陽性反応が見 られ
た(図5-c)。煮沸群においては,新 生皮質骨に強
い陽性反応 を示す骨細胞が認められた(図5-d)。
　(2)Sclerostin(図6)
　移植後14日目では未処理群において,移 植骨
の骨細胞には陽性反応が認められた。残存皮質骨
の骨細胞 にも陽性反応が認め られたが,内 骨膜性
の新生骨の骨細胞 には弱い陽性反応 しか見 られな
か った(図6-a)。煮沸群 においては,移 植骨の
骨細胞 においては陰性であった。内骨膜性に形成
された新生骨および移植骨内部に形成 された新生
骨の骨細胞は,弱 い陽性反応 を示 した(図6-b)。
移植後28日では未処理群 においては,内 骨膜性
新生骨の骨細胞 に弱い陽性反応 が見 られた(図
6-c)。煮沸群において も,新生骨皮質骨の骨細胞
に弱い陽性反応 しか認められなかった(図6-d)。
　(3)Lef-1(図7)
　移植後14日目では,未 処理群 の移植骨 におい
て全体的に陽性反応が認められたが,内 骨膜性の
新生骨の骨細胞には弱い陽性反応のみが示 された
(図7-a,b)。煮沸群 において も,移 植骨片な ら
(22)
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図5 Osteopontinの発 現
(a)移植後14日の未処理群では,移植骨全体に強い陽性反応が認められたが,新生骨の骨細
胞には陽性反応は認めなかった。
(b)移植後14日の煮沸群では,新生骨の骨細胞に強い陽性反応が認められた。
(c)移植後28日の未処理群では,内骨膜性および外骨膜性に形成された骨の骨細胞に弱い陽
　 性反応が認められた。
(d)移植後28日の煮沸群では,新生皮質骨に強い陽性反応が認められた。
矢印:移植後14日の新生骨骨細胞
矢頭:移植後28日の新生骨骨細胞
びに残存皮質骨の骨細胞には陽性反応が見られた
ものの,内 骨膜性 に形成 された新生骨および移植
骨内部に形成 された新生骨の骨細胞 には弱い陽性
反応 しか認 められ なかった(図7-c,d)。移植後
28日では,未 処理群においては,新 生骨骨細胞
に弱い陽性反応が見られた(図7-e,f)。煮沸群に
おいても,新生骨の骨細胞に弱い陽性反応が認め
られた(図7-g,h)。
考 察
　今回,移 植骨片を沸騰す ることで,骨 細胞が死
滅 した状態で移植片周囲の骨代謝にどのような影
響が及ぶかを検討 した。 これまで,骨 代謝に重要
な関与を果たすのは,主 として形成系が骨芽細胞,
吸収系を担 うのは破骨細胞であり,骨細胞の役割
は不明な点が多 く,詳 細な検討がな されて こな
かった。 しか し近年,実 際の骨代謝に携わるのは
主として骨芽細胞 と破骨細胞であるが,こ れらの
役割を調節 しているのは骨細胞であることが明 ら
かにされてきた3,4)。骨細胞は骨芽細胞や骨細胞自
身が産生 した骨基質に埋め込まれている細胞であ
り,骨基質中の骨小腔 に存在 している。その上,
骨細胞同士あるいは骨表面に存在する骨芽細胞等
とは細胞突起 を介 して連結 し21,22),相互の情報交
換 を 行 っ て い る 可 能 性 が 示 され て い る。
Bonewaldら1),およびMorinobuら2)は,この骨
細胞同士をつ なぐ細胞突起が,骨 細管内部で体液
が動 くことによって生 じる流体勇断応力を感知す
ることによりメカノセンサーとしての役割を担っ
ている可能性 を示唆している。したがって,骨 細
胞が骨に加わる様々な刺激を,細 胞突起 を介 して
感知 し,同様 に細胞突起を介 して周囲の骨細胞や
骨芽細胞の休止期の細胞であるBone　Lining　cell
と情報伝達 を行い,結 果 として骨代謝 をコン ト
(23)
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未処理群 煮沸群
図6Sclerostinの発 現
(a)移植後14日の未処理群では,移植骨および残存皮質骨の骨細胞に陽性反応が認められた。
　 新生骨骨細胞には弱い陽性反応を認めた。
(b)移植後14日の煮沸群では,新生骨の骨細胞に弱い陽性反応が認められた。
(c)移植後28日の未処理群では,新生骨の骨細胞に弱い陽性反応を認めた。
(d)移植後28日の煮沸群では,新生骨皮質骨の骨細胞に弱い陽性反応が認められた。
矢印:移植後14日の新生骨骨細胞
矢頭:移植後28日の新生骨骨細胞
ロール している可能性が高い。今回,沸 騰により
骨細胞を死滅 させたところ,未 処理群 と比較 して
早い時期に移植骨が吸収 されるのが認め られた。
このことは,移 植骨片 がScaffoldとして利用 さ
れながら皮質骨の新生が行われた可能性 を示唆す
る。Oi23)らは,犬 を用いた実験 で,人 為 的に形
成 した骨欠損 部 に,代 表的 な骨補 填材 で ある
β一TCP穎粒を移植 したところ,移植穎粒が徐 々
に皮質骨と置換 されていく治癒形態を呈す ること
を報告 している。 この β一TCPは,　scaffoldとし
て利用され,骨 再生時の足場としての役割 を果た
すが,当 然のことながら骨細胞を含まないので骨
細胞が死滅 した今回の煮沸群 と同様 な治癒形態を
呈 したものと考 えられる。つまり骨細胞が残存 し
ている移植骨片では,骨 細胞が骨芽細胞および破
骨細胞の働きを調節す る作用 を営む という,生 き
た骨片として生体側 に認識 されて骨代謝が活性化
される。 しかしなが ら,骨細胞が死滅 している場
合は骨芽細胞や破骨細胞の働きを調節することが
出来ずに,移 植片はscaffoldとしての取 り扱い
を受けるという骨細胞の有無が,移 植骨の経過を
左右することが考えられた。
　煮沸群 において骨細胞が骨芽細胞や破骨細胞の
働 きを調節す ることが出来な くなる理由 として,
細胞突起内の タンパク質が熱変性することで,情
報伝達が阻害 される可能性 と,骨細胞 自身が傷害
されることで機能喪失に陥る2つ の可能性が考 え
られ る24～27)。今回の研究でも,煮 沸 した骨片では,
骨細胞に損傷が及び,核 の変形や細胞の崩壊が認
め られたことから,この両者が関係 して,骨 代謝
に大きく影響 したと考えられる。これまでの研究
でも,高熱処理 した骨片を移植 した場合,周 囲骨
との癒合は認め られるが,新 生骨には置換 されず
に徐々に吸収 されるとい う報告がある24,25)。Urist
ら26,27)も,高温 で加熱処理 した骨 を移植 した場合,
骨誘導能が消失することを報告 している。これ ら
(24)
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未処理群 煮沸群
図7　 LEF-1の発 現
(a)移植後14日の未処理群では,移植骨において全体的に認められたが,新生骨の骨細胞に
　 は弱い陽性反応 しか認められなかった。
(b)移植後14日の煮沸群では,移植骨片ならびに残存皮質骨の骨細胞に陽性反応が認められ
　 たが,新生骨の骨細胞には弱い陽性反応を認めた。
(c)移植後28日の未処理群では,新生骨骨細胞に弱い陽性反応が認められた。
(d)移植後28日の煮沸群では,移植骨の骨細胞に弱い陽性反応が認められた。
矢印:移植後14日の新生骨骨細胞
矢頭:移植後28日の新生骨骨細胞
の報告は,我 々の今回の研究結果 と矛盾 しない。
しかしながら,今 回の観察では,煮沸群の移植骨
周囲に新生骨の添加が認められた。一方の未処理
群では,移 植骨周囲より骨吸収が開始 されたこと
から,移植骨を皮質骨として利用 しながら骨代謝
が行われた可能性 を示唆するものである。
　免疫組織化学的解析の結果でも,Osteopontin
の発現は,煮沸群における新生骨領域で明瞭な発
現 を認めた。この傾 向は,移 植後28日になって
未処理群でも認められるようになったが,煮沸群
での早期に認められる陽性所見は,早 期の骨細胞
の成 熟 を示 唆す るもので ある と考 え られ る。
Morinobuら2)は,ラットの臼歯 に強制力 を加 え
る と,圧 迫側の骨細胞 にOsteopontinの発現が
認められ始め,矯 正開始3日 後には破骨細胞数の
増加 が認め られ ると報告 している。 このことは,
骨細胞 にお けるOsteopontinの発現増加 が,骨
代謝 を積極的に行わせるために必要な因子である
ことを示唆しており,煮沸群において早い時期に
Osteopontinの発現が認められ始めた ことか らも,
煮沸群での骨代謝が早期に活性化 されていること
を示唆す るものである。
　 また,TRAP染色 の結果,移 植後14日の煮沸
した骨片が移植 された宿主側の皮質骨において,
TRAP陽性細胞の局在が多く認め られたことから
も,破骨細胞が増加 していることが想像 され,骨
代謝が活発に行われていることを示唆するもので
ある。今回の研究では,カ ノニカルWntシ グナ
ルにおいて重要な働 きを示すLEF-1の発現が新
生骨領域の骨細胞に明確には確認できなかった。
大 河 内7)は,炭酸 ガ ス レーザ ー をメ カニ カル
フォースとして照射 した場合,骨 髄内に生 じる反
応性骨形成 において,Lef-1の発現が認められ る
のは極めて初期である可能性 を述べている。 した
(25)
:核の変形や細胞の崩壊を認める骨細胞
:破骨細胞
図8　未処理群と煮沸群の骨代謝形態の比較を示す模式図
(26)
:正常な骨細胞
:骨芽細胞
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がって,移 植骨 内に認 め られ た新生 骨 において も,
骨 移植 後2週 目よ り も早 い時期 に おいて,Lef-1
の発現 が認 め られた もの と考 え られ る。骨細胞 が
メ カニ カル フ ォー ス に よ って 刺 激 を受 け る と,
Sclerostinが多量 に 分 泌 され,カ ノニ カルWnt
シグナル を抑制 す る ことによって,骨 形成 を抑制
す るとい う報告 が あ る28,29)。具体 的 には,LRP5/6
と結合 す る ことによってWntシ グナル を抑制 し,
骨代謝 に影響 をもた らす とい う可能性 が報告 され
てい る30,31)。SclerostinはsOSTの遺 伝 子産 物 で
あ り,sclerostinの欠損 は骨形 成 の促 進 を もた ら
し,そ の 結果 と して進行性 の骨 量増加 が特徴的 な
骨 硬 化 症(sclerosteosis)32,33)の原 因 と な る こ と
が報 告 されてい る。 今回の研究 で も,新 生骨領域
に認 め られ る骨 細 胞 にはsclerostinの発 現 は ほ
とん ど認 め られ なかった。 この ことは同部 におけ
る骨 形成 が盛んで ある ことを示 唆す る もので あ り,
Osteopontinの発現 と矛盾 しない。
　今 回の研究 で得 られ た知 見 をま とめた図 を示 す
(図8)。未処 理群 で は,生 存 して い る骨細 胞 が
骨芽細胞 や破骨細 胞の働 きを調節 し,骨 代謝 の活
性化 が生 じる。 一方の煮沸群 おい ては,骨 細胞 が
死滅 して いるため,scaffoldとして の働 き しか有
さず,破 骨細胞 と骨芽細胞 の働 きは周 囲 の生 存 し
て い る骨 細胞 か ら調節 を受 け るこ ととなる。煮沸
群 の骨 は早期 に吸収 され,新 生骨 に置換 され ると
い うことが考 え られ た。
結 論
　今回の研究により得 られた結論を示す。100°C
の沸騰水中で20分間処理 した骨片 と,処理を施 し
ていない骨片を用意 し,ラ ッ ト脛骨に移植 した。
その結果,両 群において骨の連続性 が観察された
が,煮沸群では移植骨の吸収が早期に生 じ,一部
新生骨 と置換 されていた。煮沸群ではTRAP陽性
を示す破骨細胞およびその前駆細胞が移植骨内部
で増加 し,Osteopontin陽性の骨細胞が新生骨に
認められた。sclerostinとLEF-1の発現はほとん
ど認められなかった。これ らの結果か ら,煮沸群
の移植骨周囲で破骨細胞による骨改造が活発に行
われ,新 生骨ではsclerostinがあまり強 く発現 し
ないことにより,骨芽細胞の骨形成が活発に行わ
れていることを示す。これは骨細胞の働 きが関与
していることを示唆す るものである。 今後 もさら
に骨細胞を探究 し,骨移植における骨細胞の果た
す役割を解明 していく必要があると思われる。
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